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1     UVOD 
Rakava obolenja so drugi najpogostejši vzrok smrti na globalnem nivoju (Cancer, 2018). Po 
podatkih Svetovne zdravstvene organizacije je leta 2018 bolezen terjala 9,6 milijonov življenj 
(Globocan World, 2019). V tem letu je bilo v Sloveniji zabeleženih 13,5 tisoč novih primerov ter 
6,4 tisoč smrti (Globocan Slovenia, 2019). Glede na število obolelih med najpogostejše oblike raka 
spadajo pljučni rak, rak dojke, rak debelega črevesja in danke, rak prostate, nemelanomski kožni 
rak in rak želodca (Cancer, 2018). 
 
Bolezen je izjemno kompleksna in zahtevna za zdravljenje, saj se bolnikove lastne celice 
nenadzorovano delijo in širijo po telesu. Imunski odziv se sicer sproži, vendar se rakave celice  pred 
akterji imunskega sistema skrijejo in zaščitijo z različnimi taktikami. Z izločanjem nekaterih 
kemokinov zmanjšajo aktivnost limfocitov T CD4+ ali jih pretvorijo v regulatorne celice T, ki dalje 
zavirajo imunski odziv. Na podoben način rekrutirajo s tumorjem povezane makrofage (ang. tumor 
associated macrophages) tipa M2, ki z izločanjem protivnetnih kemokinov spodbujajo rast tumorja. 
Z znižanjem zunajcelične pH-vrednosti na račun spremenjene presnove in izločanja mlečne kisline 
ustvarijo okolje, ki je za delovanje imunskih celic neugodno in s tem zavrto, obenem pa so sposobne 
uničevanja teh celic preko apoptoze (Vinay in sod., 2015; Huber in sod., 2017). Težave so tudi pri 
zdravljenju raka z različnimi metodami in so največkrat posledica strukture tumorskega 
mikrookolja. Žile, ki do tumorske mase dovajajo kisik in hranilne snovi, so po njej redko 
razporejene, kar omeji dostop zdravilnih učinkovin na njena le dobro prekrvavljena območja. 
Zaradi odsotnosti limfatičnega sistema v območju tumorja se snovi, ki jih rakave celice izločajo v 
zunajcelično okolje, ne odvajajo, temveč se v njem kopičijo. To poviša pritisk v intersticiju in 
zmanjša razliko med njim in žilami, zdravilne snovi pa tako v tumor prodirajo s počasnejšo in manj 
učinkovito difuzijo namesto s konvekcijo (Jain, 1990). Nižja učinkovitost zdravljenja raka je prav 
tako posledica heterogenosti celic znotraj tumorja. Posamezne celice se med seboj genetsko in 
morfološko razlikujejo in so zato v različni meri dovzetne za zdravljenje. Obenem takšna 
variabilnost vodi v razvoj na terapijo odpornih celic, ki so vzrok za ponovni izbruh bolezni 
(Dagogo-Jack in Shaw, 2018). 
 
Najpogostejši načini zdravljenja raka obsegajo kemoterapijo in obsevanje, v primeru trdnih 
tumorjev je možna tudi kirurška odstranitev mase. Ključno slabost radio- in kemoterapije 
predstavlja njuna nespecifičnost, torej tekom zdravljenja so poleg rakavih poškodovane tudi zdrave 
celice (Baudino, 2015). Posledica tega so neželeni učinki na bolnika, ki pogosto doživlja slabost, 
prebavne motnje, kronično utrujenost, izgubo las in apetita ter možne hujše učinke na spolne in 
druge organe (Borštnar in sod., 2018).  
 
Napredek v onkologiji predstavljajo oblike imunoterapije, predvsem zdravljenje z monoklonskimi 
protitelesi. Tovrstna zdravila imajo zaradi svoje sposobnosti vezave na zgolj določeno molekulo, 
prisotno na površini rakavih celic, zmanjšani učinek na druga tkiva (Baudino, 2015). Kljub 
napredku v specifičnosti pa so monoklonska protitelesa prinesla nove izzive. Visoka imunogenost 
živalskih protiteles (običajno so to po izvoru mišja protitelesa) v bolnikih izzove neželene učinke, 
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vendar se je stanje izboljšalo z uporabo humaniziranih protiteles (Buss in sod., 2012). Soočamo se 
tudi s težavo njihove velikosti, ki vodi v neučinkovit prehod v tumorsko maso in neenakomerno 
razporeditev protiteles znotraj nje. Učinkovitost zdravljenja je prav tako zmanjšana na račun 
njihove relativno nizke topnosti in stabilnosti, predvsem v primeru intravenoznega odmerjanja 
(Sifniotis in sod., 2019). 
 
Zaradi navedenih neželenih lastnosti monoklonskih protiteles in zahtevnosti zdravljenja raka 
postaja potreba po novih oblikah imunoterapije vedno izrazitejša. Za nanoprotitelesa je značilna 
višja topnost in stabilnost v nizkem pH, majhna molekulska masa, ki vodi v boljši prehod snovi v 
tumor, visoka specifičnost in variabilnost ter nizka imunogenost. Ključno je tudi dejstvo, da kljub 
odsotnosti variabilne regije težke verige ohranjajo visoko afiniteto vezave na tarčni antigen, ki je 
primerljiva z afiniteto variabilnih fragmentov, sestavljenih tako iz variabilne regije težke kot lahke 
verige. Zaradi teh lastnosti so nanoprotitelesa kandidatne molekule, ki bi v prihodnosti lahko 
nadomestile monoklonska protitelesa ali nadgradile zdravljenje z njimi. 
2     ODKRITJE TEŽKOVERIŽNIH PROTITELES        
Leta 1959 sta raziskovalca Edelman (1959) in Porter (1959) določila molekulsko strukturo 
protiteles. Od takrat je veljalo, da ta sestojijo iz para težkih in para lahkih verig. Izjemoma so bila 
v serumu ljudi lahko prisotna okrnjena in nepravilno delujoča protitelesa brez lahkih verig, vendar 
je bilo to posledica bolezni, imenovane bolezen težkih verig (Franklin in sod., 1964; Bianchi in 
sod., 2014). 
 
Prepričanje, da imajo vsa protitelesa takšno strukturo, se je spremenilo leta 1993, ko so v 
laboratoriju Univerze v Bruslju znanstveniki Hamers-Casterman in sod. (1993) proučevali serum 
enogrbe kamele Camelus dromedarius. Poleg klasičnih, dvodverižnih, so odkrili tudi protitelesa iz 
zgolj težkih verig, ki pa so ohranila sposobnost prepoznave antigena in vezave nanj. Zaradi njihove 
strukture so jih poimenovali težkoverižna protitelesa (ang. heavy-chain antibodies) in jih pod 
vodstvom raziskovalca Raymonda Hamersa dalje proučevali. Po nadaljnjih analizah so ugotovili, 
da ta niso značilna le za enogrbo kamelo, temveč se v različnih deležih pojavljajo v serumu vseh 
predstavnikov družine Camelidae. Greenberg in sod. (1995) so podobna protitelesa odkrili tudi v 
serumu morskega psa in drugih rib hrustančnic. Ta se strukturno razlikujejo od kameljih 
težkoverižnih protiteles, združuje pa jih seveda odsotnost lahkih verig. Protitelesa hrustančnic so 
označili kot IgNAR (ang. immunoglobulin new antigen receptor). 
2.1     PRIMERJAVA STRUKTURE PROTITELES 
Klasična protitelesa so tetramerne molekule, ki sestojijo iz dveh lahkih in dveh težkih verig. Težki 
verigi sta med seboj povezani z dvema disulfidnima mostičkoma, ki skupaj tvorita tako imenovano 
pregibno regijo (ang. hinge region). Posamezna lahka veriga je na težko pritrjena preko disulfidne 
vezi, in sicer se ta tvori med konstantno regijo lahke verige ali CL (ang. constant region of the light 
chain) in prvo konstantno regijo težke verige, označene kot CH1 (ang. first constant region of the 
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heavy chain) (Porter, 1959; Cohen, 1975). V nasprotju s klasičnimi protitelesi kamelja težkoverižna 
protitelesa sestojijo zgolj iz para težkih verig, ki pa sta ohranili medsebojno povezavo z 
disulfidnima mostičkoma (Hamers-Casterman in sod., 1993). 
 
 
Slika 1: Primerjava strukture klasičnega protitelesa izotipa G (levo) in kameljega težkoverižnega protitelesa izotipa G 
(desno) ter njunih variabilnih regij. Glavne lastnosti težkoverižnih protiteles so odsotnost lahkih verig in prve 
konstantne regije težke verige ali CH1, hidrofilna regija FR2 (ang. framework 2 region), ki tvori ogrodje variabilne 
regije, in podaljšana hipervariabilna enota CDR3 (ang. complementarity-determining region 3), ki preko 
komplementarnosti določa vezavo na tarčni antigen.  
 
Težkoverižna protitelesa se od klasičnih razlikujejo v štirih ključnih strukturnih lastnostih. Med 
njimi je najbolj očitna odsotnost lahkih verig, katere posledica je zmanjšanje celokupne molekulske 
mase protitelesa. Tako je velikost težkoverižnega protitelesa izotipa G približno 100 kDa, medtem 
ko velikost klasičnega znaša med 150 in 160 kDa (Hamers-Casterman in sod., 1993; Cohen, 1975). 
 
Razlika v molekulski masi je v manjši meri posledica tudi manjkajoče regije CH1 težkoverižnih 
protiteles, katerih konstantna regija je tako grajena le iz CH2 in CH3. Vzrok za njeno odsotnost je 
točkovna mutacija na mestu izreza introna. Z zamenjavo gvanina za adenin se na nivoju mRNA 
ekson, ki kodira regijo CH1, izreže skupaj z bližnjim intronom (Nguyen in sod., 1999). Pri klasičnih 
protitelesih se lahka veriga na težko veže preko regije CH1, ta pa obenem predstavlja vezavno mesto 
za protein BiP. Po prevodu težkih verig na ribosomu se te prenesejo v endoplazemski retikel, kjer 
se protein nanje veže in se tam zadržuje, dokler ga ne nadomestita lahki verigi. V primeru, da 
združitev verig ne poteče, BiP težke verige označi za razgradnjo, tako pa se nepravilno sestavljena 
protitelesa ne izločajo iz celic. Pri kameljih protitelesih se BiP in lahki verigi zaradi odsotnosti 
regije CH1 ne morejo vezati, protitelesa brez lahkih verig pa se posledično ne razgradijo, temveč 
se neovirano izločajo v krvni obtok (Hendershot in sod., 1987). 
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Pri klasičnih protitelesih sta v prepoznavo antigena in vezavo nanj vpleteni variabilna regija težke 
in lahke verige. Natančneje to poteče na regijah CDR, ki pridejo v stik z epitopom in tvorijo njemu 
komplementaren kalup oziroma paratop. Za nastanek kalupa je potrebno zagotoviti pravilno 
usmerjenost regij CDR, kar je naloga regije FR2. Ta sestoji pretežno iz hidrofobnih aminokislin in 
tako s šibkimi vezmi privlači FR2 sosednje verige, kar pravilno umesti še regije CDR (Bannas in 
sod., 2017). Pri težkoverižnih protitelesih je prepoznava epitopa omejena na variabilne regije težkih 
verig, ki tudi same tvorijo ustrezen paratop. Usmerjanje regij CDR tako ni potrebno, kar je 
zmanjšalo selekcijski pritisk na hidrofobne aminokisline regije FR2. Preko kopičenja in ohranitve 
mutacij so se te zamenjale s hidrofilnimi ostanki, protitelesa pa so postala bolj topna in manj 
nagnjena k agregaciji (Muyldermans in sod., 1994). 
 
Tipa protiteles se med seboj razlikujeta tudi v dolžini regije CDR3. Ta je daljša pri težkoverižnih 
protitelesih predstavnikov družine Camelidae in v povprečju znaša med 13 in 17 aminokislin, 
medtem ko so CDR3 človeških imunoglobulinov sestavljene iz približno 9 do 12 aminokislin. Pri 
enogrbi kameli je bilo odkrito tudi težkoverižno protitelo z regijo CDR3 iz kar 24 aminokislin 
(Muyldermans in sod., 1994). 
3     POIMENOVANJE NANOPROTITELES 
Po odkritju težkoverižnih protiteles so bila ta zaradi zanimivih lastnosti dalje proučevana. Ker so 
ohranila svojo funkcionalnost kljub odsotnosti lahkih verig, je bila še posebej pod drobnogledom 
njihova variabilna regija, označena kot VHH. Pomembno ločnico med številnimi raziskavami je 
predstavljala analiza njene kristalne strukture. Ta je pokazala, da ima variabilna regija obliko 
podolgovatega sferoida (ang. prolate) dimenzij 2,5 in 4,2 nm ter da lahko učinkuje kot samostojna 
enota (Desmyter in sod., 1996). Zaradi njihove nanometrske velikosti jih je Raymond Hamers, 
vodja raziskovalne skupine, ki je odkrila kamelja težkoverižna protitelesa, poimenoval kar 
nanoprotitelesa. S sodelavci je kasneje ustanovil podjetje Ablynx, ki se ukvarja s proizvodnjo 
nanoprotiteles za namene zdravljenja in si še danes lasti pravice do registriranega imena 
Nanobodies (Intellectual Property, 2019). 
 
Ker so bila podobna protitelesa odkrita tudi v serumu rib hrustančnic, je bilo potrebno uvesti imena 
za razlikovanje obeh skupin težkoverižnih protiteles oziroma njihovih variabilnih regij. Tako se 
oznaka VHH oziroma pojem nanoprotitelesa uporabljata za poimenovanje izključno variabilnih 
regij kameljih protiteles, pri protitelesih hrustančnic pa je bila ta regija označena kot vNAR. Takšno 
ločevanje podkrepi tudi Ablynx, ki nanoprotitelesa pridobiva z imunizacijo lam in se s 
težkoverižnimi protitelesi rib hrustančnic ne ukvarja (Sheridan, 2017). 
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4     PROIZVODNJA NANOPROTITELES  
Za pridobivanje nanoprotiteles je potrebno vzpostaviti sistem proizvodnje, ki obsega pripravo 
knjižnice genskih zapisov, tehnike selekcije in izboljšanja specifičnosti ter sintezo nanoprotiteles 
v izbranem ekspresijskem sistemu. 
 
Imunska knjižnica sestoji iz številnih zapisov za nanoprotitelesa, pridobljenih iz zrelih limfocitov 
B. Ustvarjanje zbirke se prične z večkratno imunizacijo kamel ali drugih predstavnikov družine 
Camelidae z izbranim antigenom. Po končanem postopku se zbere kri živali, iz nje izolira celice B 
in iz njih celokupno mRNA. Sledi korak pomnoževanja zapisa za variabilno regijo težkoverižnih 
protiteles iz pridobljene mRNA. Pri tem se uporabi metoda PCR z začetnimi oligonukleotidi, ki 
omejijo pomnoževanje na omenjeni odsek. Nastali produkti se po potrebi vnesejo v plazmide in 
namnožijo v bakterijah. Poleg imunskih obstajajo tudi naivne in sintetične knjižnice. Prve 
vključujejo genske zapise za protitelesa iz naivnih limfocitov B, torej se živali predhodno ne 
imunizira, pri sintetičnih pa gre za spreminjanje zapisov z metodami usmerjene evolucije (Salvador 
in sod., 2019).  
 
Izmed pridobljenih zapisov za nanoprotitelesa je potrebno izbrati najbolj specifične za antigen, s 
katerim smo imunizirali živali, pri čemer se najpogosteje uporablja tehnika fagnega prikaza (ang. 
phage display). Ta temelji na sposobnosti filamentoznih bakteriofagov, da na svoji površini 
izražajo protein, katerega genski zapis smo uvedli v njihov genom. Kot nosilce eksogenega proteina 
jih tako lahko uporabimo v metodah določanja njegove specifičnosti oziroma afinitete vezave na 
tarčo (Smith in Petrenko, 1997). 
 
Prvi korak fagnega prikaza obsega pripravo fagne knjižnice, pri čemer nabor pridobljenih zapisov 
za nanoprotitelesa vnesemo v bakteriofage in slednje namnožimo. To lahko storimo na dva načina, 
in sicer s kloniranjem fagov ali z uporabo fagmidov. Pri prvem postopku v genom bakteriofaga 
vnesemo gen za željeni protein tako, da ga sklopimo z genom za enega izmed proteinov plašča. 
Rekombinantni genom nato v postopku pakiranja (ang. packaging) vnesemo v prazne filamentozne 
fage in z njimi okužimo bakterije, navadno vrste Escherichia coli. Tekom lizogenega cikla se v 
njih namnožijo fagi, ki nosijo rekombinantno DNA in na svojem plašču izražajo eksogeni protein. 
Za vnos zapisov za nanoprotitelesa v bakteriofage je možna tudi uporaba fagmidov. Gre za obliko 
plazmidnega vektorja, ki nosi tako mesto za začetek pomnoževanja oziroma mesto ori (ang. origin 
of replication) v bakterijah kot mesto za začetek pomnoževanja v fagih. Fagmidi vsebujejo genski 
zapis za eksogeni protein in protein plašča, ki sta ponovno sklopljena, ne pa tudi genov, potrebnih 
za namnoževanje in pakiranje fagov. Po transformaciji bakterij vrste Escherichia coli s fagmidi 
moramo te tako okužiti še s pomožnim bakteriofagom (ang. helper phage), ki nosi vse potrebne 
informacije za nastanek novih virusov v lizogenem ciklu. Tudi tokrat je v novonastale viruse 
pakirana rekombinantna DNA, na njihovi površini pa izražen eksogeni protein (Ledsgaard in sod., 
2018). 
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Slika 2: Prikaz postopka selekcije fagov, ki na svojem plašču prikazujejo nanoprotitelesa z različno specifičnostjo. 
Fagi, katerih nanoprotitelesa slabo ali ne prepoznajo antigena na površini, se z nje sperejo. Viruse, ki vsebujejo zapise 
za nanoprotitelesa z visoko afiniteto, pomnožimo v bakterijskih celicah, izoliramo njihov genom in vnesenemu genu 
določimo nukleotidno zaporedje (Phage ..., 2020). 
 
Tekom priprave fagne knjižnice so bili v viruse vnešeni različni genski zapisi, zato posamezni fagi 
na plašču izražajo nanoprotitelesa z različno specifičnostjo za izbrani antigen. Izmed njih je tako v 
postopku selekcije (ang. panning) potrebno izbrati najbolj specifične. Na kolono, plastiko ali 
magnetne kroglice se veže tarčni antigen in nanese suspenzijo rekombinantnih bakteriofagov. Tisti, 
ki izražajo nanoprotitelo visoke specifičnosti, se bodo na površino vezali, preostali pa se bodo med 
spiranjem z nje odstranili. Vezane viruse se nato spere, iz njih izolira genom in določi nukleotidno 
zaporedje vnešenega gena za nanoprotitelo. Za doseganje boljših lastnosti se postopek selekcije 
ponovi večkrat, pri čemer na površini ostane vedno manjše število bakteriofagov, vključi pa se 
lahko tudi tehnike usmerjene evolucije (Smith in Petrenko, 1997; Ledsgaard in sod., 2018; Salvador 
in sod., 2019). 
 
Izbrane in izboljšane zapise je sedaj potrebno vnesti v ekspresijski sistem, ki bo nanoprotitelesa 
proizvajal na industrijski ravni. Izbiramo lahko med bakterijami, kvasovkami in drugimi glivami, 
celicami insektov ter rastlinskimi in živalskimi celičnimi linijami. Za proizvodnjo nanoprotiteles 
za industrijske ali raziskovalne namene se najpogosteje uporablja bakterija Escherichia coli. Za 
industrijsko proizvodnjo nanoprotiteles kot bioloških zdravil so primernejše sesalčje celice, gojenje 
katerih pa je delovno in časovno zahtevno ter predstavlja večji finančni vložek (Liu in Huang, 
2018). 
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5     PREDNOSTI IN SLABOSTI ZDRAVLJENJA Z NANOPROTITELESI 
Strukturne razlike med nanoprotitelesi in monoklonskimi protitelesi so vzrok za različno 
učinkovanje teh molekul v telesu bolnika oziroma v tumorski masi. Za nanoprotitelesa je tako 
značilen povečan prehod v tumor in bolj enakomerna porazdelitev znotraj njega, boljša topnost in 
manjša verjetnost agregacije, nizka imunogenost za ljudi, večja stabilnost v kislem okolju, visoka 
diverziteta in specifičnost delovanja ter relativno preprosta molekulska manipulacija. Obenem je 
njihova edinstvena struktura vzrok za izzive, s katerimi se soočamo pri uporabi nanoprotiteles v 
namene zdravljenja raka. Pri tem težave povzročata njihovo hitro odstranjevanje iz krvnega obtoka 
in kopičenje v ledvičnem tkivu. 
5.1     PREDNOSTI NANOPROTITELES KOT BIOLOŠKIH ZDRAVIL 
5.1.1     Povečan prehod v tumor in enakomerna porazdelitev 
Uspešno zdravljenje raka je definirano kot popolna odstranitev tumorske mase. Če to ni doseženo, 
se bolnik sooča z njeno ponovno rastjo, pri čemer lahko nastanejo na zdravljenje odporne rakave 
celice. Tekom terapije je zato potrebno v tumor dovesti dovolj visoko koncentracijo učinkovine in 
zagotoviti njeno enakomerno porazdelitev znotraj tkiva (Thurber in sod., 2008). Temu nasprotuje 
tumorsko mikrookolje z lastnostmi, kot so redko razporejene žile in povečan pritisk v 
zunajceličnem matriksu oziroma intersticiju. Prvi dejavnik povzroči neenakomeren dovod krvi po 
tumorju, kar protitelesa omeji na njegova dobro prekrvavljena območja. Protitelesa, ki tumor 
dosežejo, vanj prodirajo preko difuzije in ne konvekcije, kot to velja za zdrava tkiva. Zaradi 
nedelujočega limfatičnega sistema v okolici rakavega tkiva se namreč odpadne snovi celic tam 
kopičijo, kar onemogoči potek konvekcije, ki temelji na razliki v pritisku žile in intersticija (Jain, 
1990). 
 
Za transport po zunajceličnem matriksu z difuzijo velja, da hitreje potujejo učinkovine z manjšo 
molekulsko maso (Jain, 1990). Nanoprotitelesa, katerih velikost se giblje med 12 in 15 kDa, tako 
v primerjavi z monoklonskimi protitelesi učinkoviteje prodirajo v tumor. Ex vivo in in vivo poskusi 
so prav tako pokazali, da se ta ob vstopu v rakavo maso po njej razporedijo enakomerneje kot 
monoklonska protitelesa iste specifičnosti (Bannas in sod., 2017; Debie in sod., 2020). 
5.1.2     Visoka topnost in manjša možnost agregacije 
Pri zagotavljanju dovolj visoke koncentracije protiteles v tumorju se poleg z ovirami v mikrookolju 
soočamo tudi s težavo izgube aktivnosti. Del odmerjenih protiteles namreč zaradi nizke topnosti 
agregira, zaradi česar se ne more vezati na tarčne proteine na rakavih celicah, kar vodi v manjšo 
učinkovitost zdravljenja (Thurber in sod., 2008). Nanoprotitelesa izvirajo iz kameljih težkoverižnih 
protiteles, zato ohranjajo lastnosti, kot je hidrofilna regija FR2. Ta poveča njihovo topnost in 
zmanjša verjetnost agregacije, zaradi česar je med zdravljenjem v telesu na voljo več biološko 
aktivnih nanoprotiteles (Muyldermans in sod., 1994). 
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5.1.3     Nizka imunogenost 
Uporaba protiteles živalskega izvora je sporna zaradi njihove imunogenosti za človeka. Ko jih 
odmerimo v bolnikovo telo, temu predstavljajo tujo snov, zato se tvorijo zanje specifična 
protitelesa. Ta se na biološka zdravila vežejo in jih tako nevtralizirajo, posledična izguba njihove 
aktivnosti pa izniči učinke zdravljenja (van Schie in sod., 2015). Cilj je torej izdelati in uporabljati 
protitelesa, ki v bolniku ne sprožijo imunskega odziva. 
 
Različni deli protiteles v različni meri pripomorejo k njihovi celokupni imunogenosti. Največji del 
predstavlja konstantna regija, imunogenost variabilne pa je skoraj zanemarljiva (Harding in sod., 
2010). Nanoprotitelesa so samostojne variabilne regije kameljih težkoverižnih protiteles in zato ne 
vsebujejo konstantne regije, s čimer je najbolj kritični dejavnik odstranjen. Prav tako velja, da je 
aminokislinsko zaporedje nanoprotiteles zelo podobno zaporedju variabilne regije človeških 
protiteles, kar dodatno zmanjša njihovo imunogenost (Muyldermans in sod., 1994). Imunogenost 
nanoprotiteles lahko dodatno zmanjšamo z metodami humanizacije. Pri tem določimo, katere 
aminokisline prispevajo k imunogenosti in jih nadomestimo z aminokislinami, ki se pogosteje 
pojavljajo v variabilni regiji človeških protiteles in so zato manj imunogene. Pri tem je potrebno 
paziti, da v nanoprotitelo ne uvedemo sprememb, ki bi izničile njihove dobre kemijsko-biološke 
lastnosti, predvsem ne smejo izničiti specifične in visoko afinitetne vezave na tarčni antigen. Tako 
ni priporočljiva prekomerna humanizacija regij FR2, saj lahko s tem vplivamo na njihovo značilno 
topnost (Bannas in sod., 2017). 
5.1.4     Stabilnost v kislem okolju 
Za rakave celice je značilen preklop v presnovi, pri čemer te namesto z oksidativno fosforilacijo 
energijo pridobivajo preko glikolize oziroma mlečnokislinske fermentacije. Ta poteka tako v 
hipoksičnih kot dobro prekrvavljenih predelih tumorja, kljub tamkajšnji prisotnosti kisika. 
Posledica tako imenovanega Warburgovega učinka je nastanek mlečne kisline, ki jo rakave celice 
izločajo v okolico (Huber in sod., 2017). Zunajcelična pH-vrednost zdravega tkiva znaša med 7.2 
in 7.5, v območju tumorja pa se zniža na 6.4 do 7.0 (Hao in sod., 2018). Rahla zakisanost negativno 
vpliva na delovanje in živost imunskih celic, obenem pa destabilizira različna antineoplastična 
zdravila. Nanoprotitelesa svojo sposobnost vezave ohranijo tudi v kislih okoljih, zaradi česar lahko 
preidejo mikrookolje rakavih celic in nanje učinkujejo (Huber in sod., 2017). To lastnost izkorišča 
podjetje Helix BioPharma s konjugiranim nanoprotitelesom L-DOS47, namenjenim zdravljenju 
pljučnega raka (Wong in sod., 2005). 
5.1.5     Visoka diverziteta in specifičnost 
V prepoznavo epitopa in vezavo nanj so udeležene regije CDR protitelesa, pri čemer njegovo 
specifičnost v največji meri določa CDR3. Pri kameljih težkoverižnih protitelesih in posledično 
nanoprotitelesih je ta navadno daljša, prav tako pa je razpon njenih dolžin večji. Interval tako znaša 
od 3 do 28 aminokislin, medtem ko je regija CDR3 človeških protiteles dolga med 8 in 15 
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aminokislin (Muyldermans in sod., 1994; Bannas in sod., 2017). Večji razpon vodi v večjo 
variabilnost nanoprotiteles, saj se ti lahko vežejo na več različnih epitopov. Obenem daljša regija 
CDR3 poveča stično površino med epitopom antigena in paratopom nanoprotitelesa, kar vezavo 
stabilizira. S to prilagoditvijo naj bi težkoverižna protitelesa nadomestila odsotnost variabilne 
regije lahke verige, ki pri klasičnih protitelesih zagotavlja večjo stično površino (Bannas in sod., 
2017). 
 
Pri nanoprotitelesih pa regija CDR3 ni le daljša, temveč tudi drugače orientirana. Njen karboksilni 
konec se namreč ukrivlja na stran, kjer bi bila potencialno prisotna variabilna regija lahke verige. 
Takšna sterična sprememba nanoprotitelesom omogoča, da se vežejo na epitope, ki jih klasična 
protitelesa ne dosežejo (Desmyter in sod., 1996; Bannas in sod., 2017). 
5.1.6     Preprosta molekulska manipulacija 
V nasprotju s klasičnimi protitelesi so nanoprotitelesa monomerne molekule s preprosto strukturo. 
Sestavljene so zgolj iz aminokislin in niso nosilke posttranslacijskih modifikacij, na primer 
glikozilacijskega vzorca. Prav tako jih odlikuje njihova tako imenovana modularnost. Posamezna 
molekula se namreč deli na več regij, imenovanih moduli ali domene, ki imajo stalno in vnaprej 
določeno funkcijo. Zaradi teh lastnosti je molekulska manipulacija nanoprotiteles relativno 
preprosta. Z metodami genskega inženiringa oziroma usmerjene evolucije jih lahko spreminjamo 
na nivoju DNA in aminokislinskega zaporedja ter s tem izboljšujemo njihove lastnosti. Prav tako 
lahko z genetsko fuzijo ali kemijsko konjugacijo nanje vežemo molekule, ki preko različnih 
mehanizmov pripomorejo k uničevanju rakavih celic in izboljšajo učinkovitost zdravljenja bolezni 
(Bannas in sod., 2017; Kijanka in sod., 2015). 
5.2     IZZIVI UPORABE NANOPROTITELES 
5.2.1     Hitro odstranjevanje iz krvnega obtoka 
Protitelesa, vključno z nanoprotitelesi, lahko v telo odmerjamo na različne načine, najpogosteje pa 
se to izvede intravenozno. Mesto vnosa ni vedno v bližini tumorske mase, zaradi česar se mora 
učinkovina v telesu zadrževati dovolj dolgo, da do tumorja potuje in vanj prodre. Čas zadrževanja 
protiteles je torej odvisen od hitrosti njihovega odstranjevanja iz krvnega obtoka (Kijanka in sod., 
2015; Thurber in sod., 2008). Proteini z molekulsko maso do 60 kDa se iz krvi filtrirajo preko 
ledvičnih glomerulov, pri čemer velja, da filtracija poteka hitreje pri manjših proteinih (Schenk in 
sod., 2008). Nanoprotitelesa imajo majhno molekulsko maso in se zato iz telesa hitro odstranjujejo, 
kar je bilo dokazano v in vivo poskusih Debie in sod. (2020) ter Bannas in sod. (2015). Posledično 
je zdravilo potrebno odmerjati pogosteje in v višjih koncentracijah, kar pa ne velja za monoklonska 
protitelesa, ki se zaradi večje mase izločajo počasneje in tako v telesu lažje dosežejo za zdravljenje 
zahtevano koncentracijo (Thurber in sod., 2008; Sleep in sod., 2013). 
 
Košir T. Uporaba nanoprotiteles za zdravljenje raka. 
     Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
10 
 
Izgubo aktivnih nanoprotiteles lahko omilimo s povečanjem njihove molekulske mase preko 
glikozilacije ali vezave polietilen glikola (Kijanka in sod., 2015; Chapman in sod., 1999). Drugo 
možnost predstavlja fuzija z nanoprotitelesom, specifičnim za človeški serumski albumin. 
Novonastalo bispecifično nanoprotitelo se tako na ta transportni protein veže, kar izboljša njegovo 
razširjanje po telesu in podaljša njegovo življenjsko dobo (Sleep in sod., 2013). Primer tako 
modificiranega nanoprotitelesa je CONAN-1, katerega razpolovni čas v miškah se je z ene do dveh 
ur podaljšal na dva do tri dni. Roovers in sod. (2011) predpostavljajo, da se bo v človeškem telesu 
zadrževal še dlje, in sicer med deset in štirinajst dni. 
5.2.2     Kopičenje v ledvičnem tkivu 
Proteini, ki so se iz krvi odstranili preko glomerulov, se v ledvični cevki vežejo na endocitotski 
membranski receptor LRP2. Po vezavi se pakirajo v vezikle, ki se nato združijo z lizosomi. V teh 
poteče razgradnja proteinov na aminokisline, ki se dalje preko bližnjih kapilar resorbirajo. V 
primeru nanoprotiteles, konjugiranih z radioaktivnimi in fotosenzitivnimi molekulami, postopek 
razgradnje ne poteče pravilno oziroma v celoti. To vodi v kopičenje škodljivih učinkovin in 
poškodbe ledvičnega tkiva (Nielsen in sod., 2016). 
 
Za preprečevanje neželenih učinkov na zdravo tkivo je potrebno skrajšati čas zadrževanja 
konjugiranih nanoprotiteles v ledvicah. To storimo s prej omenjenimi tehnikami povečanja 
molekulske mase, ki upočasnijo filtracijo in s tem zmanjšajo kopičenje. Rešitev je tudi v uporabi 
sredstev, kot so gelofuzin in pozitivno nabite aminokisline, ki jih v bolnika odmerimo skupaj z 
nanoprotitelesi. Membranski receptor jih namreč veže z večjo specifičnostjo kot nanoprotitelesa, 
zaradi česar se le del slednjih razgradi. Preostanek se jih iz telesa izloči z urinom, nanje vezane 
učinkovine pa se ne zadržujejo v ledvicah (Gainkam in sod., 2011, Nielsen in sod., 2016). Gainkam 
in sod. (2011) so v in vivo poskusu z dodatkom gelofuzina in lizina dosegli 40% zmanjšanje 
kopičenja s tehnecijem konjugiranih nanoprotiteles v ledvicah mišk. Kadar uporaba opisanih metod 
za zmanjševanje zadrževanja v ledvicah ni možna, moramo nanoprotitelesa konjugirati s snovmi, 
katerih delovanje izzovemo sami. Pri fotoimunoterapiji je v uporabi barvilo IRDye700DX, ki je za 
celice strupeno šele po aktivaciji s svetlobo valovne dolžine 690 nm. Bolnika svetlobi izpostavimo, 
ko se večinski delež nanoprotiteles nahaja v tumorju, s čimer učinek barvila časovno in prostorsko 
omejimo na rakava tkiva (Kobayashi in Choyke, 2019). 
6     DELITEV IN MEHANIZEM DELOVANJA NANOPROTITELES 
Konjugacija nanoprotiteles nam omogoča, da nanje vežemo določene molekule in tako združimo 
prednosti protiteles z lastnostmi uporabljenih molekul. Tehnologije se poslužujemo predvsem pri 
novejših načinih zdravljenja raka, na primer pri radio- in fotoimunoterapiji. Glede na snovi, s 
katerimi nanoprotitelesa konjugiramo, slednja delimo v tri skupine, in sicer na gola oziroma 
nekonjugirana nanoprotitelesa, nanoprotitelesa z efektorskimi molekulami in nanoprotitelesa 
vezana na nanodelce. Za posamezno skupino so značilne različne lastnosti in mehanizmi 
učinkovanja na tumorske celice (Bannas in sod., 2017).  
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6.1     GOLA ALI NEKONJUGIRANA NANOPROTITELESA 
Za gola oziroma nekonjugirana nanoprotitelesa je značilno, da nanje niso vezane efektorske 
molekule, temveč učinkujejo kot samostojne enote. Pogosto so lahko združena z drugimi 
nanoprotitelesi z isto ali različno specifičnostjo. Pri povezavi dveh nanoprotiteles tako poznamo 
dimerna, biparatopna in bispecifična nanoprotitelesa. Dimerna vključujejo dve nanoprotitelesi, ki 
prepoznata isti epitop antigena, biparatopna so specifična za različna epitopa, pri zadnjih pa se 
posamezno nanoprotitelo veže na svoj antigen (Bannas in sod., 2017). Združimo jih na genetskem 
nivoju s tehniko fuzijskih proteinov, pri čemer se uporabljajo povezovalni oligopeptidi (ang. linker 
proteins). Ti navadno sestojijo iz številnih glicinskih in serinskih enot. Glicin kot najpreprostejša 
aminokislina fuzijskemu proteinu omogoča prostorsko prilagodljivost, serin pa s svojim polarnim 
značajem izboljša njegovo topnost (Chen in sod., 2013). 
 
Nekonjugirana nanoprotitelesa delujejo kot antagonisti membranskih receptorjev ali alosterični 
inhibitorji ligandov, bispecifična nanoprotitelesa pa imajo sposobnost zbližanja rakave in imunske 
celice. 
 
Antagonisti membranskih receptorjev učinkujejo tako, da preko vezave na proteinske kinaze 
rakavih celic prekinejo njihovo rast, delitev in razširanje po telesu. Ob vezavi liganda se kinaze 
namreč strukturno spremenijo in s fosforilacijo določenega znotrajceličnega proteina aktivirajo 
signalno kaskado. Ta se konča z delovanjem faktorjev za prepis genov, udeleženih v presnovo in 
rast celice (Kijanka in sod., 2015). Za večino tumorjev je značilno prekomerno izražanje 
membranskega receptorja EGFR1, kar vodi v njihovo nenadzorovano rast. Nanoprotitelesa z 
antagonističnim delovanjem se na receptor vežejo namesto pravega liganda, vendar pri tem ne 
povzročijo strukturne spremembe. Vezavno mesto je tako zasedeno, signalna kaskada pa se ne 
aktivira (Simon in FitzGerald, 2016). 
 
Inhibitorna nanoprotitelesa oziroma alosterični inhibitorji prav tako preprečijo aktivacijo signalne 
poti, vendar tokrat preko vezave na ligand. Vezavno mesto na kinazi posledično ostane prazno, 
prenos signala preko fosforilacije pa je onemogočen. Takšen mehanizem je učinkovit le v primeru, 
ko je aktivacija receptorja odvisna od zgolj enega liganda (Kijanka in sod., 2015). Na receptor 
EGFR1 se lahko vežejo ligandi EGF, TGF- in HB-EGF, zato tak sistem inaktivacije ne bo uspešen 
(Simon in FitzGerald, 2016). 
 
Za bispecifična nanoprotitelesa je značilno, da prepoznajo in vežejo dva epitopa, ki se nahajata 
na različnih antigenih. V telesu jih tako lahko uporabimo za približanje dveh celic, navadno 
imunske in rakave, s čimer okrepimo bolnikov imunski odziv. Turini in sod. (2014) so ustvarili 
bispecifično nanoprotitelo, ki obenem prepozna receptor CD16 oziroma FcRIII in receptor HER2 
oziroma EGFR2. Prvega izražajo različne imunske celice, drugi pa se nahaja na površini rakavih 
celic. Fuzijski protein je tako naravne celice ubijalke usmeril na mesto tumorja, kar je izboljšalo 
njihov zdravilni učinek. 
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6.2     NANOPROTITELESA Z EFEKTORJI 
Nanoprotitelesa lahko konjugiramo z različnimi efektorskimi molekulami, pri čemer je način 
povezave odvisen od tipa efektorja, ki ga uporabimo. Za vezavo nanoprotiteles s proteinskimi 
značkami in peptidnimi toksini se poslužujemo tehnike fuzijskih proteinov, z uporabo kemijske 
konjugacije pa nanje vežemo radioaktivne izotope, fotosenzitivne molekule ali antineoplastična 
zdravila (Bannas in sod., 2017). 
 
Na nanoprotitelesa lahko torej dodamo različne peptidne toksine naravnega izvora. Za zdravljenje 
raka so v uporabi kukurmozin, toksin iz buč maslenk, eksotoksin A bakterij rodu Pseudomonas, 
ricin in davični toksin. Z vezavo konjugiranega nanoprotitelesa na tumorsko celico se strupene 
učinkovine le-tej približajo in vanjo vstopijo z endocitozo. V njeni notranjosti nato preko različnih 
mehanizmov povzročijo celično smrt. Kukurmozin inhibira delovanje ribosomov, medtem ko 
eksotoksin A nastanek proteinov prepreči preko zaviranja elongacijskega faktorja 2 (Bannas in 
sod., 2017). 
 
Drugo skupino efektorskih molekul predstavljajo oligopeptidne proteinske značke (ang. protein 
tags), ki jih lahko pri zdravljenju raka uporabimo na več načinov. Preko nanoprotiteles se lahko 
posredno vežejo na rakave celice in jih označijo, kar negira njihove mehanizme skrivanja pred 
imunskim sistemom. Peptidno značko nato prepoznajo različne imunske celice in prično uničevati 
tumor (Albert in sod., 2017). Na enak način lahko različne tipe rakavih celic označimo z 
univerzalnimi tarčami monoklonskih protiteles, s katerimi nato zdravimo bolnika (Bannas in sod., 
2015). Tretji način uporabe značk predstavlja tako imenovani sistem Sortag, ki omogoča 
konjugacijo nanoprotiteles z drugimi efektorskimi molekulami na mestu tumorja. Vez med značko 
in nanoprotitelesom prepozna encim sortaza in jo cepi, nato pa nanj veže radioaktivni izotop ali 
fotosenzitivno molekulo s protirakavim učinkom (Rashidian in sod., 2015). 
 
Vezava radioaktivnih snovi na nanoprotitelesa nam omogoča, da sevanje, ki nastaja tekom 
njihovega razpada, usmerimo zgolj na rakave celice. Sevanje lahko neposredno poškoduje DNA 
tumorja ali pa ionizira zunaj- in znotrajcelično vodo, kar vodi v nastanek uničujočih prostih 
radikalov (Zaheer in sod., 2019). 
 
Namesto izotopov lahko vežemo tudi fotosenzitivne molekule, katerih protirakavo delovanje 
vzbudimo s svetlobo primerne valovne dolžine. Ob aktivaciji snovi se elektroni prenesejo na 
biološke molekule ali neposredno na kisik, pri čemer se prav tako tvorijo prosti radikali, ki 
poškodujejo organele in vodijo v smrt rakavih celic (Castano in sod., 2004). Učinkovina, ki se 
pogosto uporablja v fotoimunoterapiji, je barvilo IRDye700DX. Z njim konjugirano nanoprotitelo 
se specifično veže na receptor tumorske celice, s čimer učinkovino približa membrani. Po aktivaciji 
s svetlobo se stranske verige snovi zaradi prenosa elektronov odcepijo, preostali hidrofobni obroči 
pa se sunkovito povežejo. To povzroči poškodbe na membrani, ki zaradi zmanjšane obstojnosti ne 
more preprečiti vdora vode v celico, zato ta nabrekne in poči (Kobayashi in Choyke, 2019). 
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6.3     NANOPROTITELESA NA NANODELCIH 
Naprednejši način dovoda snovi po telesu obsega uporabo nanodelcev, kot so liposomi, miceli, 
polipleksi in albuminski nanodelci. Vanje se vključijo različne zdravilne učinkovine, kar razreši 
njihove težave nizke topnosti in stabilnosti ter hitrega izločanja iz telesa. Za bolj usmerjeno 
delovanje nanodelcev z zdravili lahko nanje vežemo nanoprotitelesa, specifična za rakave celice. 
Pri tem se uporabljajo različne metode kemijske konjugacije (Bannas in sod., 2017). 
 
Po vezavi nanoprotiteles na membranske receptorje tumorskih celic se nanodelci vanje vključijo z 
endocitozo, sledi pa izločanje učinkovine v citosol. Sproščanje lahko poteče spontano preko 
difuzije zdravila iz nanodelcev ali preko razgradnje le-teh v lizosomih. Možno je tudi aktivno 
sproščanje, pri čemer po vstopu nanodelcev v tumorsko maso te razgradimo z ultrazvokom (Bannas 
in sod., 2017; Papa in sod., 2017). 
7     PREGLED NANOPROTITELES V RAZVOJU 
Kljub številnim raziskavam o nanoprotitelesih ta še niso tržno razširjena. Trenutno je v uporabi le 
caplacizumab podjetja Ablynx. Dovoljenje za promet je v Evropi oziroma ZDA pridobilo v letu 
2018 oziroma 2019, namenjeno pa je zdravljenju Moschcowitzevega sindroma in ne raka (Bannas 
in sod., 2017). Večina nanoprotiteles, specifičnih za rakave celice, je še na stopnji raziskovanja, 
nekaj pa jih je že v fazi kliničnih testiranj. 
 
Preglednica 1: Aktualna nanoprotitelesa za zdravljenje treh najpogostejših oblik raka in njihove razvojne stopnje. 
Tip rakavega obolenja Stopnja razvoja Ime nanoprotitelesa Tarča 
pljučni rak 
končana prva stopnja kliničnih 
testiranj 
L-DOS47 CEACAM6 
 stopnja raziskovanja anti-PD-L1 Nb PD-L1 
  R9-VHH35 EGFR1 
rak dojke 
končana prva stopnja kliničnih 
testiranj 
ALX-0651 CXCR4 
 predklinična testiranja V-DOS47 EGFR2 
 stopnja raziskovanja anti-CapG Nb CapG 
rak debelega črevesja in 
danke 
končana prva stopnja kliničnih 
testiranj 
TAS266 DR5 
 stopnja raziskovanja anti-CEACAM5 CEACAM5 
7.1     PLJUČNI RAK 
Najpogostejša oblika pljučnega raka je tako imenovani nedrobnocelični karcinom pljuč (ang. non-
small cell lung carcinoma), ki je še posebej neodziven na kemoterapijo in je zato pogosta tarča 
imunoterapije. Eden izmed vzrokov za odpornost je kislo mikrookolje tumorja, ki nastane kot 
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posledica spremembe v presnovi rakavih celic. Za zdravilne učinkovine in imunske celice je takšno 
okolje neprehodno in zato tumorske mase ne dosežejo, kar zmanjša učinkovitost zdravljenja (Wong 
in sod., 2005). Podjetje Helix BioPharma je izdelalo nanoprotitelo L-DOS47, konjugirano z ureazo. 
Specifično je za receptor CEACAM6, ki se povečano izraža na površini rakavih celic pljuč. 
Nanoprotitelo je zaradi visoke stabilnosti zmožno preiti kislo okolje in se vezati na receptor, dodana 
ureaza pa nase veže ureo, izločeno iz tumorskih celic. To pretvori v amonijak, ki je za celice strupen 
in obenem učinkuje kot šibka baza. Lokalno zvišanje pH-vrednosti poruši neprehodno stanje 
mikrookolja ter antineoplastičnim učinkovinam in imunskim celicam omogoči uničenje tumorja 
(Wong in sod., 2005). Leta 2014 se je pričela prva stopnja kliničnih testiranj konjugiranega 
nanoprotitelesa L-DOS47 v kombinaciji z dvemi antineoplastičnimi zdravili. Rezultati so bili 
predstavljeni v maju 2020 in kažejo na učinkovito protitumorsko delovanje. Zaradi obetavnosti za 
zdravljenje pljučnega raka bo sledila druga stopnja testiranj (Dowlati in sod., 2020).  
 
Odpornost rakavih celic na zdravljenje je posledica tudi njihove sposobnosti skrivanja pred akterji 
imunskega sistema. Tumor in celice v mikrookolju povečano izločajo ligand PD-L1. Ta se veže na 
receptor PD-1 regulatornih limfocitov T in negativno uravnava njihovo delovanje, s čimer je 
zmanjšan imunski odziv bolnika. Yin in sod. (2018) so izdelali liposome, konjugirane z 
nanoprotitelesi, ki se vežejo na ligand PD-L1. To omogoči usmerjeno dostavo gefitiniba in 
simvastatina v nanodelcih do mesta tumorja. Gefitinib je inhibitor tirozinske kinaze EGFR1, na 
katerega rakave celice pljuč že po šestih do dvanajstih mesecih zdravljenja razvijejo odpornost 
preko mutacije v tem receptorju. Za simvastatin je značilna sposobnost spreminjanja mikrookolja 
tako, da ta postane manj ugoden za delitev tumorskih celic in angiogenezo, kar naj bi upočasnilo 
razvoj odpornosti. Rezultati in vivo poskusa kažejo, da je uporaba takšnega dostavnega sistema 
zdravil učinkovitejša kot zdravljenje s prostimi zdravili ali zdravili v liposomih brez nanoprotiteles. 
To je na račun petkratnega delovanja snovi v sistemu. Gefitinib namreč prepreči delitev rakavih 
celic, simvastatin zmanjša razvoj odpornosti nanj, liposomi pa zagotavljajo visoko koncentracijo 
obeh zdravil v okolici tumorja. Visoko koncentracijo in s tem zmanjšanje verjetnosti za nastanek 
odpornosti zagotavljajo tudi nanoprotitelesa, ki usmerjeno dostavljajo liposome do tumorja, 
obenem pa z inhibicijo liganda PD-L1 preprečijo skrivanje rakavih celic pred akterji imunskega 
sistema. 
 
Z razvojem odpornosti rakavih celic na inhibitorje tirozinske kinaze EGFR1 so se spopadli tudi 
Tabtimmai in sod. (2019). Z vezavo nanoprotitelesa na nona-arginin so ustvarili transprotitelo (ang. 
transbody) oziroma nanoprotitelo R9-VHH35, ki je sposobno preiti celično membrano in vstopiti v 
citoplazmo. V primerjavi z drugimi protitelesi, ki se vežejo na zunajcelični del receptorja EGFR1, 
se mesto vezave transprotitelesa nahaja blizu katalitičnega mesta kinaze. To prepreči vezavo 
molekul ATP, kar vodi do inhibicije signalne poti delitve rakavih celic. Katalitično mesto 
receptorja je pod močnim selekcijskim pritiskom, kar zmanjša verjetnost nastanka točkovnih 
mutacij. Skupaj z dejstvom, da se nanoprotitelo R9-VHH35 nanj veže preko več aminokislinskih 
ostankov, je tveganje za nastanek na zdravljenje odpornih rakavih celic mnogo manjše kot pri 
protitelesih, specifičnih za zunajcelični del kinaze. 
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7.2     RAK DOJKE 
Podobno kot pri pljučnem raku je podjetje Helix BioPharma tehnologijo nevtraliziranja kislega 
mikrookolja tumorja preneslo na zdravljenje raka dojke. Razvili so nanoprotitelo V-DOS47, ki je 
prav tako konjugirano z ureazo, vendar se veže na receptor EGFR2. Nanoprotitelo je trenutno še 
na stopnji predkliničnih testiranj (Pipeline, 2020). 
 
Številna nanoprotitelesa, razvita za namene zdravljenja raka dojke, so usmerjena na receptorje, 
udeležene v signalni poti migracije celic in posledične metastaze tumorja. Podjetje Ablynx je 
izdelalo biparatopno nanoprotitelo ALX-0651, ki prepozna dva različna epitopa na receptorju 
CXCR4. S tem prepreči vezavo njegovega liganda SDF-1, ki povzroči gibanje celic. Nanoprotitelo 
je že zaključilo prvo stopnjo kliničnih testiranj, vendar rezultati testov niso dostopni (Ramsey in 
McAlpine, 2013).  
 
V proces razširjanja rakavih celic so poleg receptorjev udeleženi tudi nekateri proteini aktinskega 
citoskeleta. Ti povišajo aktivnost metaloproteaz, ki v okolici celic razgradijo zunajcelični matriks. 
Poleg tega povzročijo polimerizacijo aktinskih enot, ki dalje tvorijo izbokline v celični membrani 
in omogočijo celicam, da potujejo po razgrajenem matriksu. Primer takšnega proteina je CapG, ki 
v višji koncentraciji spodbuja mobilnost rakavih celic in je zato primerna tarča za imunoterapijo. 
Van Impe in sod. (2013) so izdelali nanoprotitelo, specifično za protein CapG, in ga v celice linije 
MDA-MB-231 vnesli preko bakterijskega transportnega sistema T3SS. V notranjosti celic se je 
nanoprotitelo na protein vezalo in inhibiralo njegovo delovanje. Celice, vbrizgane v miške, so 
posledično kazale manjšo stopnjo migracije in s tem manjšo verjetnost za metastazo tumorja. 
7.3     RAK DEBELEGA ČREVESJA IN DANKE 
Približno 95% vseh oblik rakavih celic na svoji površini prekomerno izraža receptor CEACAM5. 
Gre za glikozilirani membranski protein, udeležen v signalno pot adhezije celic. Behar in sod. 
(2009) so iz imunizirane lame pridobili več nanoprotiteles, specifičnih za CEACAM5. Njihova 
posebnost je, da prepoznajo drugačen epitop kot mišja monoklonska protitelesa, ki se uporabljajo 
za vezavo na ta receptor. Posledično se na rakave celice vežejo z visoko afiniteto, ne kažejo pa 
navzkrižne reakcije z molekulami na granulocitah. 
 
Pri iskanju novih načinov zdravljenja raka je pomemben tudi ligand TRAIL (ang. TNF-related 
apoptosis-inducing ligand). Ta se veže na skupino receptorjev DR, natančneje na DR4 in DR5. S 
svojo vezavo aktivira od kaspaze odvisno apoptozo celic, zato je cilj ustvariti nanoprotitelo, ki je 
sposobno spodbuditi to signalno pot (Ghobrial in sod., 2005). Takšen način delovanja ima TAS266, 
agonistično nanoprotitelo, specifično za receptor DR5. V predkliničnih študijah je že zgolj enkratni 
odmerek nanoprotitelesa povzročil zmanjšanje tumorjev, pri čemer je bil učinkovitejši od 
monoklonskega protitelesa, prav tako specifičnega za DR5. Podobni rezultati so bili tudi pri 
večtedenskemu odmerjanju nanoprotitelesa, kjer je to ponovno pokazalo boljši protitumorski 
učinek (Huet in sod., 2014). Pri klinični študiji, ki je preverjala varnost nanoprotitelesa TAS266, 
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pa se je izkazalo, da le-to kaže sicer reverzibilne, vendar nezanemarljive toksične učinke na jetra 
(Papadopoulos in sod., 2015). 
8     OBETI ZA PRIHODNOST 
Kamelja težkoverižna protitelesa in s tem nanoprotitelesa so bila odkrita šele stoletje po prvih 
analizah klasičnih protiteles, kljub temu pa je področje raziskovanja njihove strukture in biološke 
aktivnosti hitro napredovalo. Že v naslednjem letu je bilo določeno njihovo aminokislinsko 
zaporedje, po treh letih od odkritja pa kristalna struktura. Izjemno zanimanje za nanoprotitelesa je 
posledica njihove strukture, ki vodi v boljšo topnost in manj možnosti za agregacijo, visoko 
stabilnost v kislih okoljih, nizko imunogenost za ljudi, učinkovit prehod v tumor in razporejanje 
znotraj njega, visoko specifičnost in variabilnost ter relativno preprosto molekulsko manipulacijo. 
Poleg molekularnih testov pa se veča tudi število poskusov, povezanih s protitumorskim 
delovanjem nanoprotiteles. Večina kandidatov za uporabo v imunoterapiji je sicer še na nivoju 
raziskovanja, vendar jih je nekaj že prestalo predklinične in začetne klinične faze. Od teh je morda 
najbolj obetavno konjugirano nanoprotitelo L-DOS47 podjetja Helix BioPharma, ki poruši kislo 
mikrookolje tumorja in s tem omogoči antineoplastičnim zdravilom in imunskim celicam, da 
slednjega uničijo. Namenjeno je zdravljenju oblike pljučnega raka, vendar je mehanizem 
učinkovanja prenosljiv tudi na druga rakava obolenja, kar dokazuje podobno nanoprotitelo V-
DOS47.  
 
Glede na rezultate in vitro in in vivo poskusov zdravljenja ter samih biološko-kemijskih lastnosti 
nanoprotiteles bi lahko trdili, da bodo v prihodnosti ti izboljšali zdravilne učinke klasičnih 
monoklonskih protiteles ali pa slednje celo popolnoma nadomestili. Zagotovo pa je potrebno sprva 
spremljati drugo klinično testiranje nanoprotitelesa L-DOS47 in drugih, namreč šele ti rezultati 
bodo pokazali, ali lahko nanoprotitelesa dosežejo, česar monoklonska ne zmorejo.  
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